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  IV摘要 
 
PPP2R2B (Bβ)  為廣泛表現在腦部的去磷酸酶 PP2A 的調控次
單位。PPP2R2B  基因啟動子的差異使用及選擇性裁接，產生 B β1  及
Bβ2  兩種異構型。Bβ1  異構型基因 5' 端的 CAG 重複擴增會使 
Bβ1  的表現量增加，而導致第十二型脊髓小腦運動失調症。反之，
本實驗室先前研究成果顯示，罕見短的 (CAG)5~7 等位基因和低轉錄
活性及阿茲海默氏症相關。此外，外遺傳調控及功能性單一鹼基多型
性等因子亦可能影響 B β1  的表現量。為檢視 B β1  基因 5' 端的外遺
傳變化，我們以阿茲海默氏症病患及正常人的血液或淋巴細胞株 
DNA  為材料，利用限制酶為基礎的甲基化試驗及 bisulfite 定序，來
評估 CpG 島的甲基化程度，並利用染色質沉澱-聚合酶鏈鎖反應試
驗，來評估染色質結構。結果發現阿茲海默氏症患者的 DNA 甲基化
程度及組蛋白 dimethyl H3-K9 比值的增加，顯示外遺傳的變化可能
改變阿茲海默氏症患者的 B β1  基因表現。在阿茲海默氏症與正常人
族群的病例-對照組分析方面，我們檢測了 6 個 B β1  異構型基因啟
動子上的單一鹼基多型性，與阿茲海默氏症、血管性失智症感受性的
相關性。結果發現各多型性基因型、等位基因或單套型在患者與正常
人族群間沒有顯著差異。最後本論文延續先前研究，擴大 B β1  異構
型基因 CAG 三核苷酸重複的遺傳資料庫 。 雖然並未發現擴增的等位
基因，但於二位舞蹈症患者中，觀察到罕見短的 (CAG)4 與 (CAG)6 
等位基因，顯示此低轉錄活性的罕見短的等位基因可能與國人的舞蹈
症相關。 
  VAbstract 
 
PPP2R2B (Bβ) is an important regulator of protein phosphatase 2A 
activity in the brain. Through differential promoter usage and alternative 
splicing, two major isoforms Bβ1 and Bβ2 are produced. Increased 
expression of the abundant Bβ1 isoform due to CAG repeat expansion 
causes autosomal dominant spinocerebellar ataxia type 12. Contrarily, our 
case-control study and reporter assay indicated that the rare short 5~7 
triplet alleles are associated with decreased transcriptional activity and 
Alzheimer's disease (AD). In addition to the CAG repeat variation on 
Bβ1 expression, the epigenetic change and functional single nucleotide 
polymorphisms may also alter the Bβ1 expression. To examine this, 
restriction enzyme based-methylation assay and bisulfite sequencing were 
used to assess the CpG methylation and ChIP-PCR assay to assess the 
chromatin structure using lymphocyte or lymphoblastoid DNA from AD 
patients and controls. The results of increased DNA methylation and 
dimethyl H3-K9 ratio in the 5' region of Bβ1 gene suggest that the 
epigenetic change may alter the Bβ1 expression in AD patients. In 
addition, a case-control study was conducted to investigate the 
association of six Bβ1 promoter single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
with the risk of AD or vascular dementia. No significant difference in 
genotype, allele and haplotype frequency distribution between cases and 
controls was observed. Finally, we screened the Bβ1 CAG repeats 
distribution in normal controls and in patients with various 
neurodegenerative diseases. No expanded allele was found in either group. 
However, the rare short (CAG)4 and (CAG)6 alleles were observed in two 
patients with chorea. As rare short triplet alleles give rise to a significant 
decrease in the expression level, the results suggest the involvement of 
rare short triplet alleles with chorea. 
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一、失智症 (Dementia) 
 
    失智症 ( 英 Dementia、德 Demenz)，Dementia  一字源自拉丁語 
demens (de-意指"遠離" + mens  意指"心智")，俗稱癡呆症。失智症並
非指稱單一疾病，而是以記憶力、定向力、判斷力、計算力、抽象思
考力、注意力、語言等認知功能之障礙的症狀群，同時，也可能出現
干擾行為、個性改變、妄想或幻覺等症狀，這些症狀的嚴重程度足以
影響人際關係及工作能力。失智症可簡單區分為三類：第一類為退化
性失智症，最常見的類型為阿茲海默氏症 (Alzheimer's  Disease，簡稱 
AD)、額顳葉型失智症  (Frontotemporal lobe degeneration)  以及路易氏
體失智症 (Dementia with Lewy Bodies)；第二類則為血管性失智症 
(Vascular dementia，簡稱 VaD)；而其他原因如腦瘤、腦炎、愛滋病、
外傷、酒癮、水腦、Vitamin B12  缺乏、甲狀腺功能低下等所引發的
失智症則歸於第三類。 
臺灣失智症族群好發於 65 歲以上的老人，盛行率為 2 ~ 4%，
且約半數的患者是罹患阿茲海默氏症，血管性失智症則佔全部病患的
四分之ㄧ，而約 10% 患者為上述兩者之綜合症狀。儘管阿茲海默氏
症與血管性失智症均會導致患者失智，然兩者的發病歷程、病理徵狀
  1與致病因素等皆不盡相同。 
 
(一)  阿茲海默氏症  
 
    阿茲海默氏症為一漸進式的神經退化性疾病，此症最早由德國
的科學家愛羅斯·阿茲海默 (Alois Alzheimer) 於  1907  年提出，因此
命名為阿茲海默氏症。病程發展為緩慢且持續性的惡化，症狀發生後
就無法恢復。病患症狀包括記憶力喪失、語言溝通障礙、時間及空間
定向力異常、人格特質改變、情緒及行為改變等。病理的徵狀包括腦
部血管大量堆積老化斑 (senile plaques) 與由神經纖維糾結  
(neurofibrillary tangles)  所導致的神經細胞死亡 (Goedert,  1993)。 
    老化斑主要成分為  β  型類澱粉蛋白 ( β amyloid protein，簡稱
Aβ)，約有 40 ~ 42 個胺基酸 (Iwatsubo et al., 1994)，此蛋白由其前
驅蛋白  (amyloid precursor protein，簡稱 APP) 修飾而來。參與 APP 
蛋白修飾的酵素主要有三型，分別為  α、β、γ  切位酶 (secretase)。
正常人體內的 APP 蛋白會經過  α  切位酶 (Anderson  et al., 1991)  和 
γ  切位酶 (Seubert et al., 1992) 作用，形成可溶性的蛋白，不會在人
體內堆積；然而 APP 蛋白以  β  切位酶 (Haass  et al., 1992)  與  γ  切
位酶修飾，則會形成不可溶的  β amyloid  蛋白，於細胞內外堆積而形
成包涵體 (Inclusion  body)。 
  2    神經纖維的糾結與微管相關蛋白 (microtubule associated 
protein，簡稱 MAP) tau 有關 (Grundke-Iqbal et al., 1986a, 1986b; 
Iqbal et al., 1989; Lee et al., 1991)。Tau  能與管蛋白 (tubulin) 結合形
成微管，並維持其穩定性 (Weingarten  et al., 1975)，但是 tau 蛋白的
過度磷酸化反而會降低其維持微管穩定性的功能，且異常的 tau 蛋
白本身亦會形成配對的螺旋絲狀體  (paired helical filament) ， 導致神經
細胞骨架的崩解，進而造成神經纖維的糾結 (Gotz, 2001)。Tau  蛋白
的磷酸化是由許多激酶 (kinases) 和去磷酸酶 (phosphatase) 所調
控，參與 tau 蛋白磷酸化的激酶包括 calmodulin-dependent protein 
kinase II (CaMKII) (Xiao et al., 1996)、cyclic AMP-dependent protein 
kinase (PKA) (Jicha et al., 1999)、glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) 
(Yamaguchi et al., 1996; Pei et al., 1997, 1999; Ferrer et al., 2001) 和 
cyclin-dependent protein kinase 5 (cdk5) (Pei et al., 1998)；負責調控 tau 
蛋白去磷酸化的酵素則包括 protein phosphatase 2A (PP2A)、protein 
phosphatase 2B (PP2B)、protein phosphatase 1 (PP1) 和 protein 
phosphatase 5 (PP5) 等去磷酸酶，其中 PP2A 與 tau 的過度磷酸化
關聯性最強 (Liu  et al., 2005)。 
引起阿茲海默氏症的確切病因尚不清楚，但不少研究指出年齡是
最為明顯的關鍵因子，65  歲以上的老人，每增加 5 歲，阿茲海默氏
  3症的發生率就會增加 1 倍。以 65 歲做分水嶺，可將阿茲海默氏症
區分為早發性 ( 小於 65 歲)  和晚發性 ( 大於 65 歲)  二種，早發性
的患者通常具有家族遺傳史，在家族遺傳的早發性阿茲海默氏症患者
中，位於第二十一號染色體上的 APP 蛋白編碼基因  APP  之序列上
的點突變 (Goate  et al., 1991)，使  β  切位酶易於作用而切割成不溶的 
β amyloid 蛋白 (Mullan et al., 1992)。唐氏症的病患因為第二十一號
染色體比正常人多一條，導致  APP  基因的過量表現，造成  β amyloid 
蛋白堆疊而導致阿茲海默氏症 (Ringman  et al., 2008)。在早發性的家
族遺傳患者中，第十四號染色體上的  presenilin-1  基因 ( PS-1) 
(Schellenberg  et al.,  1992)  以及第一號染色體上的  presenilin-2 基因 
(PS-2) (Levy-Lahad et al., 1995)  上發現突變點，不過此兩個基因功能
並不十分清楚，推測與神經分化 (Capell  et al., 1997)  和軸突的生長有
關 (Dowjat  et al., 1999)。晚發性的患者則大都為偶發性，阿茲海默氏
症的患者中 90% 以上屬之，而位於第十九號染色體的  
apolipoprotein E (ApoE)  基因與此型阿茲海默氏症相關 ， apolipoprotein 
E  的功能原為調節大腦中脂質的代謝，但 Namba 等人指出阿茲海默
氏症患者的老化斑內亦發見 apolipoprotein E 的存在 (Namba et al., 
1991)，後續研究更進一步發現，ApoE  基因之  ε4  等位基因會提高阿
茲海默氏症的罹患率 (Corder  et al., 1993)。 
  4    除了年齡、遺傳因素之外，阿茲海默氏症與環境因子亦有相關，
酗酒、抽菸、低教育水準、頭部外傷、甲狀腺機能減退等因素，皆可
能增加阿茲海默氏症的罹患率。不過上述的研究成果並不能解釋所有
的病例，顯示還有其他的基因或遺傳因子參與阿茲海默式症的病發。  
 
(二)  血管性失智症  
 
血管性失智症與阿茲海默氏症同為失智方面的疾病，但其發病歷
程、病裡徵狀和致病原因卻不盡相同。血管性失智症的定義為患者因
心血管疾病，引發腦血管梗塞 ( 腦中風)  或破裂 ( 腦溢血)，導致腦部
功能受損害，進而引發失智的症狀。血管性失智症患者的症狀包括運
動緩慢、執行功能缺失、視覺建構異常，及其餘較不顯著的功能如語
言和計算能力喪失等 (Desmond, 1996)。此外，血管性失智症患者在
執行功能上的缺失較阿茲海默氏患者低落 (Looi and Sachdev, 
1999)，但是在新語言的學習表現與阿茲海默氏患者無異 (Cummings, 
1994)。血管性失智症的病程為階梯型發展，即中風每發作一次，失
智症狀即加重一次，但少數個案中，中風症狀的緩解可恢復部分的智
力。病理的徵狀主要為中風的病灶所引發的腦血管破裂或梗塞。 
血管性失智症的導因可能由環境與遺傳因素共同調控，腦中風為
此症最重要的危險因子，因此影響中風的因素如高血壓、心臟血管
  5病、糖尿病、高血脂、抽煙等都會增加疾病的罹患率。近年來，基因
與分子遺傳學的研究提供此症潛在的相關致病因子，如有研究報導調
節膽固醇代謝基因 sterol regulatory element binding protein-2   
(SREBF2)  的多型性 (polymorphism) 與血管性失智症的罹患率相關
(Kim et al., 2005)；調控血壓的基因 angiotensinogen (AGT)  的多型性
現象亦會影響血管性失智症的罹患率 (Kim  et al., 2006)；免疫相關基
因 transforming growth factor-β1 (TGF-β1)  的變異會改變血管性失智
症的感受性  (Kim and Lee, 2006)；ApoE ε4  等位基因雖是晚發性阿茲
海默氏症的危險因子，但與血管性失智症並無太大關聯 (Sulkava et 
al., 1996)。然截至目前的研究證據仍不足以解釋所有血管性失智症，
尚有許多未發現的致病因子潛藏其中。 
 
二、去磷酸酶 PP2A 與  PPP2R2B  基因 
 
    可逆的蛋白磷酸化是調節細胞內生理活動的機轉，而負責調控蛋
白磷酸化的酵素可區分為兩大類，其一是增加蛋白磷酸化程度的激酶 
(kinase) ，另一類則為降低蛋白磷酸化的去磷酸酶 (protein 
phosphatase，簡稱 PPase)。在蛋白去磷酸酶的家族群中，最重要的四
個成員分別為去磷酸酶  1 (protein phosphatase 1，簡稱 PP1)、去磷酸
酶 2A (protein phosphatase 2A，簡稱 PP2A)、去磷酸酶 2B (protein 
  6phosphatase 2B，簡稱 PP2B)、去磷酸酶  2C (protein phosphatase 2C，
簡稱 PP2C)，其中 PP2A 為真核生物體內，普遍表現的一種絲胺酸/
酥胺酸去磷酸酶  (serine/threonine protein phosphatase)。 
PP2A  為多種生理機能的調控因子，包括細胞生長、分化、細胞
質分裂、細胞型態、離子孔道、神經傳導物的釋放、去氧核醣核酸的
複製和細胞凋亡等 (Santoro et al., 1998; Price and Mumdy, 1999; 
Virshup, 2000)，在神經細胞生長與發育層面，PP2A  能協助維持神經
纖維的穩定，亦能調節神經纖維中細胞骨架相關分子間的交互作用。
以微管相關蛋白為例，PP2A  能調節 tau 蛋白的磷酸化程度，維持微
管結構的穩定 (Janssens and Goris, 2001)，而 tau 蛋白過度磷酸化所
引發的神經纖維糾結為阿茲海默氏症之病理徵狀，顯示 PP2A 可能
與阿茲海默氏症間存在一定關聯性，Gong  等人研究成果顯示，阿茲
海默氏症患者大腦中的 PP2A 活性低於正常人 (Gong et al., 1995)，
亦為上述假說提供一有力證據。  
PP2A  的結構由 A 、 B 、 C  三個次單位所組成 ， A  次單位 (65  kDa)
結構骨架，會與具催化功能的 C 次單位結合 (36  kDa)，再進一步與
調節次單位 B 組成全酶，進行酵素功能的執行與調節。哺乳類中，
A、C  次單位分別具有  α、β  兩種異構型 (isoform)，但兩型序列保
守性高，且普遍地表現在全身細胞和組織，而 B 次單位則可細分為
  7四個家族 (B、B'、B''、B''')  等共 17 型，各型間之序列保守性較低，
由於此序列之差異，故在個體中約可形成 75 種以上不同型式的 
PP2A  全酶  (Janssens and Goris, 2001)，且此多樣性的 B 次單位具有
組織特異性，會專一性表現在不同的細胞和組織。此外，B  次單位
能調控 PP2A 全酶與不同受質間的親和力，進而影響去磷酸酶的催
化活性 (Strack  et al., 1998; Virshup, 2000; Dagda et al., 2003)。 
B  次單位的 B 家族包含 PR55α、PR55β、PR55γ、PR55δ，大
小約 55  kDa，PR55β (也稱 B β)  專一性表現於大腦組織中 (Mayer  et 
al., 1991)，調節 PP2A 全酶對中間絲蛋白 (vimentin)  (Turowski et al., 
1999)  與 tau 蛋白 (Sontag et al., 1996) 等受質的去磷酸化，故在神
經纖維穩定度的維持層面 ， Bβ  與 PP2A 可能扮演重要的角色 。 Bβ  編
碼基因  PPP2R2B  位於第五號染色體，藉由啟動子差異使用及選擇性
裁接 (alternative  splicing)，產生 N 端相異的 B β1  及 B β2  兩種異構
型 ( 圖一)，分別表現於細胞質與粒線體中，但兩種異構型並不影響 
PP2A  全酶對其受質的去磷酸化能力 (Dagda  et al., 2003)。 
PPP2R2B  基因的變異會影響細胞的功能，酵母菌的  PPP2R2B
同源基因  CDC55  若發生突變，會影響酵母菌的細胞分裂 (Healy et 
al., 1991)；而在果蠅系統中，PPP2R2B  同源基因  twins 的突變株會
造成有絲分裂的缺陷及神經發育的異常 (Shiomi et al., 1994)。此外 
  8PPP2R2B  基因變異亦會造成神經退化性疾病，如 B β1  啟動子區域 
CAG  三核苷酸重複序列發生擴增 (CAG>65)，會造成第十二型脊髓小
腦萎縮症 (spinocerebellar ataxia 12，簡稱 SCA12) (Holmes et al., 
1999)。以哺乳類神經細胞作為實驗材料的研究發現，抑制 PP2A 的
活性，會造成類似阿茲海默氏症症狀的過度磷酸化的 tau 蛋白堆積 
(Gong et al., 2000)。 
 
三、調控基因表現的機制與阿茲海默氏症 
 
基因表現主要受到遺傳 (genetic) 與外遺傳 (epigenetic) 二大層
面的調控。PPP2R2B 基因遺傳層面的調節包括 CAG 三核苷酸重複
擴增、單核苷酸多型性 (single nucleotide polymorphism，簡稱 SNP) 
等基因序列上的變異，而 DNA 甲基化 (methylation) 與組蛋白 
(histone)  的修飾則歸屬於外遺傳調控。  
Holmes  等人研究結果顯示 B β1  啟動子區域的 CAG 三核苷酸
重複擴增現象與第十二型脊髓小腦萎縮症相關 (Holmes et al., 
1999)，Holmes  等人更進一步推測，該區域的 CAG 三核苷酸重複擴
增現象，導致 B β1  表現量上升，增加去磷酸酶 PP2A 的活性，影響
其受質的磷酸化程度，造成神經細胞的功能喪失和死亡 (Holmes et 
al., 2003)。本實驗室先前於臺灣地區多種神經退化性疾病的研究，雖
  9未發現 CAG 三核苷酸重複擴增現象 ， 但發現轉錄活性低之罕見短的 
CAG  三核苷酸重複序列 (CAG5~7)，可能與阿茲海默氏症相關 (Chen 
et al., 2008)。推測較短的 CAG 三核苷酸重複序列，可能會減少 B β1 
的表現量，進而降低去磷酸酶 PP2A 的活性，導致 tau 蛋白的過度
磷酸化，最終造成阿茲海默氏症的病徵。 
啟動子區域 SNP 點的變異，為另一個影響基因表現的遺傳因
子。ApoE  為阿茲海默氏症危險因子之一，其啟動子具有三個 SNP
點 ，分別為 -491  A/T 、-427 T/C 、-219 T/G ，其中 -491  A/T 與 -219  T/G 
的變異會影響  ApoE  啟動子的活性，-427 T/C  的變異則否 (Artiga  et 
al., 1998a)。-419A  等位基因與 -427C 等位基因所形成的單套型 
(haplotype) (-419A/-427C)，會增強  ApoE  啟動子的活性，同時亦會提
高罹患阿茲海默氏症的風險 (Artiga et al., 1998)。在阿茲海默氏症的
另一個危險因子  APP  的研究中亦有類似結果，華人族群中，APP  啟
動子區域存在三個 SNP 點，分別為 -955 A/G、-877 T/C、-9 G/C，
前兩者具有很強的連鎖關係，單套型 (-955A/-877T) 的啟動子活性為 
(-955G/-877C)  的四倍，且在阿茲海默氏症的族群中出現的頻率較
高，顯示此 (-955A/-877T) 單套型可能會增加  APP  的表現量，進而
提高阿茲海默氏症的罹患率 (Lv  et al., 2008)。 
 
  10屬於外遺傳調控的 DNA 甲基化與組蛋白的修飾 ( 甲基化/乙醯
化 acetylation) 均會調節基因的表現 (Bird, 2002)。大量的研究顯示
DNA  甲基化能關閉基因的表現，而去甲基化則能誘導基因的重新表
達 (Cedar,  1988)。DNA  甲基化主要會引起染色質結構、DNA  構型、
與 DNA 和蛋白質間交互作用的改變 ， 進而抑制轉錄因子與啟動子結
合的效率，而降低轉錄活性。在 DNA 序列中，相鄰的 CG 雙核苷
酸的 C 鹼基，為甲基化作用的位置，富含 CG 雙核苷酸的 DNA 序
列稱為 CpG 島 (CpG  island)，在整個基因組中，CpG  島為最易發現 
DNA  甲基化的區域。 
甲基化的 C 鹼基除直接隔離 DNA 與轉錄因子 (transcriptional 
factor)  等蛋白外，亦能與甲基化結合蛋白 (methyl binding proteins，
簡稱 MBDs) 結合，進一步吸引組蛋白去乙醯酶 (histone 
deacetylase，簡稱 HDAC) 前來，導致組蛋白去乙醯化，而形成較緊
密的染色質結構，讓轉錄因子不易與轉錄活化位的啟動子結合，使得
轉錄作用無法執行，而降低基因的表現 (Wu  et al., 2008)。DNA  甲基
化的關鍵酵素為 DNA 甲基轉移酶 (DNA-methyltransferase，簡稱
DNMT)，而甲基的提供者則來自 S-腺苷甲硫氨酸/同型半胱氨酸循環 
(S-adenosylmethionine/ homocysteine cycle)，若此二者若發生變異則會
導致 DNA 甲基化異常 (Scarpa  et al., 2006)。 
  11    DNA 甲基化的研究集中在細胞老化歷程與癌症生成的相關角
色上，而近年的研究顯示，基因啟動子上甲基化的程度可能與阿滋海
默氏症相關，以第十四號染色體的 presenilin-1  基因 ( PS-1)  為例，
除 DNA 序列的點突變會導致  β-amyloid  蛋白累積外，其基因啟動
子活性亦受 DNA 甲基化的影響。Scarpa  等人在人類的神經母細胞
瘤細胞株 (SK-N-SH) 的研究報告中證實，PS-1  啟動子的去甲基化作
用，會引發 PS-1 蛋白大量表現，進而造成  β-amyloid  蛋白的堆積 
(Scarpa et al., 2003)。Fuso  等人於另一細胞株 SK-N-BE 的試驗中，
亦獲得相似結果 (Fuso  et al., 2005)。而學者更進一步指出，若缺乏葉
酸 (folate) 與維生素 B12 (vitamin B12) 則會破壞 S-腺苷甲硫氨酸/
同型半胱氨酸循環，因而降低  PS-1  基因啟動子區域的甲基化，促使 
PS-1  基因表現量上升，增加  β-amyloid  蛋白的堆疊。然若以 S-腺苷
甲硫氨酸處理，即可恢復 PS-1 正常的表現量，減緩 A β  沈澱的形
成。顯示 PS-1 基因的表現確實受其啟動子區域甲基化程度的調節。
此外 Mani 與 Thakur 在小鼠為動物模式的研究中發現，雌性個體 
APP  啟動子的甲基化程度大於雄性，且證實  APP  啟動子的甲基化
程度確實受到性荷爾蒙誘導而增加  (Mani and Thakur, 2006)，推測由
性荷爾蒙所引發的轉錄活性低落 ， 會進一步減少  β-amyloid  蛋白形成
與堆積，顯示在阿茲海默氏症的致病機轉中，DNA  甲基化亦扮演重
  12要的角色。 
組蛋白 H1、H2A、H2B、H3、H4  的修飾為另一種外遺傳調控，
主要藉由調節染色質絲的結構鬆散來影響基因表現。目前已知的組蛋
白修飾包括乙醯化、磷酸化 (phosphorylation)、甲基化、ADP  核糖
基化 (ADP ribosylation) 與泛素化 (ubiquitination) 等 (Cheung et al., 
2000)。在轉錄活躍的染色質區域，組蛋白 H3 的第四號殘基-離胺酸
(lysine)  具高度甲基化與乙醯化現象，能降低核小體與 DNA 間的親
和力，而九號殘基-離胺酸的甲基化則涉及基因沉默現象。若在轉錄
相對不活化的染色質區域，組蛋白修飾圖譜則相反。組蛋白 H1 並
非構成核小體的核心蛋白，而是加強 DNA 與核小體的連結，Mori
等人在阿茲海默氏症患者大腦內發現，組蛋白 H1 過度磷酸化而致
使 PP2A  高度表現 (Mori et al., 2003)，顯示組蛋白修飾亦與阿滋海
默氏症的致病機轉相關。 
 
 
 
  13貳、研究目的 
 
截至目前為止影響阿茲海默氏症與血管性失智症的確切原因尚
未釐清，而先前本實驗室的研究發現，PPP2R2B  基因可能參與阿茲
海默氏症的病程，位於 B β1  啟動子區域中較短的 CAG 三核苷酸重
複 (CAG5~7)，會降低 B β1  基因的轉錄活性，進一步可能影響 PP2A 
的活性和 tau 蛋白的磷酸化程度，而增加阿茲海默氏症的感受性。
本研究延續之前的實驗成果，繼續擴大建立臺灣正常族群、帕金森氏
症 (Parkinson's disease)、原發性顫抖症 (essential tremor)、舞蹈症 
(chorea)  及肌張力異常症 (dystonia) 等其他神經疾病患者的 CAG 
三核苷酸重複次數的遺傳資料庫，以提供臨床診斷諮詢的參考，並尋
找更多較短的 CAG 三核苷酸重複與 B β1  表現之相關證據；進而就
遺傳 ( 啟動子片段上的單一鹼基多型性)、外遺傳 (5' 端區域的 DNA 
甲基化程度與組蛋白的修飾)  層面分析其他可能影響 B β1  表現量之
機轉，推測  PPP2R2B  與阿茲海默氏症、血管性失智症間的關聯性。  
 
 
 
 
  14參、研究材料與方法 
 
一、分析  PPP2R2B  基因啟動子及 5' 端區域的外遺傳調控
與阿茲海默氏症的相關性 
 
(一)  研究樣品    
    經診斷判定無精神疾病或神經退化性疾病的正常人 (20 位)  及
阿茲海默氏症患者 (20 位)  的DNA樣品及 6  組年齡、性別配對的正
常人與阿茲海默氏症患者的淋巴細胞株，由林口長庚紀念醫院神經內
科吳逸如醫師、陳瓊美醫師、徐文俊醫師提供，血液樣品之採集皆經
由本人或是家屬同意。 
 
(二)  淋巴細胞株  (lymphoblastoid cell line)  的培養及保存 
    6  組年齡、性別配對的正常人與阿茲海默氏症患者的淋巴細胞株
培養於 37℃、含 5%  CO2 且濕度良好的培養箱中，培養液為含 10% 
胎牛血清、100 U/mL 青黴素 (penicillin)、100  μg/mL  鏈黴素
(streptomycin)  及含有 1% L-glutamine 之 RPMI1640 (Gibco)。每隔
48 ~ 72  小時添加 5 或 10  mL 培養液於培養瓶中，待培養至一定體
積後 (60 mL)，離心 1000 rpm 5 分鐘，去上清液後再更換至新的培
養瓶，繼代培養。冰凍保存細胞時，將細胞以  1000 rpm 5  分鐘離心
  15收集，去上清液並加入含 12.5%  DMSO 的培養液 1  mL，置於冰上 2 
小時、-20℃ 2  小時及 -80℃  隔夜培養，再保存於液態氮中。 
 
(三)  基因組 DNA 的萃取 
    利用  DNA extraction kit (Stratgene)  萃取基因組 DNA。先取定量
(1×10
7 個)  淋巴細胞培養液置於 50 mL 離心管中，以 1000 rpm 離
心 5 分鐘，去上清液後加入  1 mL PBS (Phosphate Buffered Saline)，
震盪離心管使細胞重新懸浮，再移入 15  mL 離心管，並以 1000  rpm
離心 5 分鐘，去除上清液，重複以上述步驟再次清洗，待去除上清
液後，加入 2 mL solutionⅡ，震盪使細胞重新懸浮，再加入 10 μL 
proteinase K，將離心管置於 37℃  水浴槽作用  16 ~ 72  小時。自水槽
中取出離心管，加入 0.8 mL solutionⅢ，置於冰上作用 5 分鐘，以
3500 rpm  離心 15 分鐘，取上清液至新的 15  mL 離心管，加入 5  μL 
RNase  於 37℃  水浴槽作用 15 分鐘，再加入 2.5 mL 異丙醇
(isopropanal)  緩慢搖勻，使懸浮液分上下兩層，將含 DNA 的上層懸
浮液轉置於 1.5 mL 微量離心管，以 14000 rpm 離心 1 分鐘使 
DNA  沉澱，去除上清液並加入 0.5 mL 75% 酒精清洗，再以 14000 
rpm  離心 1 分鐘，去除上清液後置於室溫風乾，再加入適量的 
ddH2O  溶解 DNA，利用 OD260  吸光值檢測 DNA 濃度，最後以
  16ddH2O  稀釋 DNA 濃度為 50  ng/μL，儲存於 4 ℃  冰箱備用。 
 
(四) CpG  島甲基化分析 
1、搜尋  PPP2R2B  基因啟動子及 5' 端區域的 CpG 島 
    以線上軟體 CpG Island searcher (http://cpgislands.usc.edu/cpg.aspx) 
(Takai and Jones, 2003)，分析  PPP2R2B  基因兩個異構型 (Bβ1  和 
Bβ2)  的啟動子及 5' 端約 3.0  kb 區域 ， 檢查此兩段區域是否有 CpG 
島的存在。 
 
2、Restriction enzyme based-methylation assay (RE-PCR) 
    利用辨識相同序列 (C
↓CGG)  的限制內切酶  HpaII、MspI，針對
CpG  島甲基化作評估，無論辨識序列中的 CpG 上甲基化與否，MspI 
均能切割，而  HpaII  則無法有效切割甲基化的辨識序列。實驗組 
DNA 樣品分別使用此兩種酵素，而對照組 (  - )  則以酵素反應緩衝液
處理。 
以上述三種實驗處理的 DNA 為模板，利用針對 B β1  基因外顯
子 1.1 區域所設計的專一性引子對 ( 表一)，放大該區域的 DNA 片
段。PCR  的產物以 1.4% 洋菜膠體進行 150  V、20  分鐘電泳，再透
過 Alphalmager 1200 影像系統作相對定量分析，以 MspI  切割為模
板的 PCR 產物作為背景值，將以  HpaII  切割為模板的 PCR 產物
  17量，及以未添加酵素切割為模板的 PCR 產物量，分別減去背景值
後，計算其比值，以推知該樣品於此區域的甲基化程度。 
 
3、Bisulfite sequencing assay 
    使用 EZ DNA Methylation-Gold
TM Kit (ZYMO) 進行本實驗，其
實驗流程入如下:  取一管 CT Conversion Reagent，加入 900 μL 
ddH2O、50 μL M-Dissolving Buffer 與 300 μL M-Dilution Buffer，均
勻混合 10 分鐘，形成 CT  Conversion  Reagent 溶液。取 130  μL CT 
Conversion Reagent，加入 20 μL DNA 樣本 ( 濃度為 50 ng/μL )，將
混合液置於 98℃ 10 分鐘後，再移到 64℃  反應 2.5 小時，反應完
成後加入 600  μL M-Binding Buffer  並均勻混合，以 13000  rpm 快速
離心 30 秒後去除上清液，加入 100 μL M-Wash Buffer 清洗並去除
上清液，再加入 200 μL M-Desulphonation，置於室溫反應 20 分鐘
後，快速離心去除上清液，加入 200  μL M-Wash Buffer  清洗兩次後，
加入 10  μL M-Elution Buffer  後靜置 5 分鐘，以 13000  rpm 快速離
心 1 分鐘收集溶液並保存於 -20℃。使用處理過的 DNA 樣本進行 
PCR  反應，PCR  反應所使用的引子對與條件如表一，PCR  產物經
過限制內切酶確認無誤後，委託源資生物科技股份有限公司進行定序
反應。 
 
  18(五)  組蛋白的修飾分析 
1、樣品備製 
取定量 (1×10
7 個)  淋巴細胞置於 50  mL 離 心 管，加 入  5  mL 冰
的 PBS 清洗兩次，去上清液後加入 10 mL 的 PBS 溶液與 270 
μL、1%  甲醛 (formaldehyde)，置於 37℃  培養箱 10 分鐘，cross-link 
DNA 與組蛋白。 再以內含 protease inhibitor (1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 µg/ml aprotinin, 1 µg/ml pepstain A) 
的  5 mL PBS  清洗兩次，於 4 ℃、2000 rpm  離心 4 分鐘後移除上清
液，加入含 protease  inhibitor 的 400  μL SDS lysis buffer (1% SDS, 10 
mM EDTA, 50 mM Tris pH 8.1)  於冰上作用 10 分鐘，準備進行超音
波震盪。 
使用 Miceoson
TM Ultrasonic cell disruptor 進行超音波擊碎 ( 最
大功率 100  W)。將樣品置於冰上放在超音液探針下，功率  50 ~ 75 W
震盪 30 秒後休息 2 分鐘，以此循環進行 24 次，將 DNA 裁切成 
200 ~ 2000 bp。震破之後的細胞，以 4 ℃、12000 rpm  離心 10 分鐘，
吸取上清液置於新的 2  mL 離心管。 
 
2、染色質免疫沈澱 (chromatin  immunoprecipitation) 
    上清液經 OD260 定量後分成 A 、B、C  三管，A  管作為正控制
組，不進行免疫沉澱，先保存於 -20℃  冰箱，B、C  兩管則進行下
  19列免疫沉澱反應。B、C  兩管分別加入含 protease inhibitor 的 1600 
μL CHIP dilution buffer，再加入 75 μL protein A-agarose / salmon 
sperm DNA 後，置於 4 ℃  冰箱旋轉 1 小時，去除非專一性背景。
以 4 ℃、2000 rpm  離心 5 分鐘後，取上清液置於新的 2  mL 離心管，
C  管加入 5 μg  抗體  anti dimethyl Histone H3 lysine 9 (代表緊密的染
色質結構)  或 anti acetyl Histone H3 lysine 14 (代表鬆散的染色質結
構)  作為實驗組，不加抗體的 B 管為負控制組，置於 4 ℃  冰箱旋轉 
16 ~ 24 小時。第二天加入 60 μL protein A-agarose / salmon sperm 
DNA，置於 4 ℃  冰箱旋轉  1  小時。以 4 ℃、2000 rpm、離心 3 分
鐘後去除上清液，經緩衝溶液的清洗沉澱物數次後，以 0.1M 
NaHCO3、1% SDS  的溶液溶離出含 DNA 與蛋白質的免疫複合物。
將 A 管從 -20℃  冰箱取出，與 B 、C  兩管一同加入 8 µl 5 M 
NaCl，於 65℃  水浴 4 小時，分開 cross-link 的 DNA 與蛋白質。
每管再加入 2 μL proteinase K 使蛋白分解，最後使用  
phenol/chloroform  溶液萃取 DNA，並存於 -20℃。 
 
3、聚合酶鏈鎖反應  (Polymerase Chain Reaction)   
以 A 、B、C  三管的 DNA 溶液為模板，配合針對 B β1、Bβ2  啟
動子及 5' 端區域所設計的引子 ( 表一)  進行 PCR  反應。PCR  的產
  20物以 1.4% 洋菜膠體 150 V、20  分鐘電泳電泳檢查，並利用 
Alphalmager 1200  影像系統作相對定量，以推知染色質結構的鬆緊。  
 
(六) PPP2R2B  基因表現量與阿茲海默氏症的關聯性 
1、淋巴細胞株 RNA 的萃取 
    取定量 (1×10
7  個)  淋巴細胞置於 50 mL 離心管中，加入
TRIZOL 500 μL，置冰上作用 5 分鐘。再加入 100  μL chloroform  搖
勻，於冰上反應 3 分鐘。以 4 ℃、13000 rpm 離心 15 分鐘，吸取
上清液 600  μL  至 1.5  mL 離心管。加入 480  ~  600  μL  異丙醇，置於 
-20℃、1  小時。4℃、13000 rpm  離心 15 分鐘，去除上清液，以 1 
mL 75%  酒精 (in  DEPC-ddH2O)  清洗沉澱物 ， 4℃、13000 rpm  離心 5 
分鐘後去除上清液並風乾。加入適量的 DEPC-ddH2O  溶解 RNA，
利用 OD260 吸光值檢測 RNA 濃度，並以 0.8% 洋菜膠體 120 V、
40  分鐘電泳檢視，存於 -80℃  冰箱備用。 
 
2、cDNA  的製備 
    取 6.25  μg RNA  加入 0.5  μL Rnase-free DNase，加 ddH2O  補至
總體積 25  μL，置於 37℃  反應 30 分鐘，再置於 65℃、15  分鐘終
止反應。接著利用 High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems) 進行反轉錄作用，反應條件如下:  取 2 μg  的
  21RNA  溶於總體積為 20  μL  的反應溶液，置於 25℃  反應 10 分鐘，
再以 37℃  作用 120 分 鐘，最 後  85℃、5  秒以終止反應 ， 並將 cDNA
產物存於 -20℃。 
 
3、即時定量 PCR (Real-time PCR) 
    本研究所使用的  PPP2R2B  螢光探針為 Hs00270227_m1 
(TaqMan, Applied Biosystems)，使用  HuHPRT  螢光探針 (4326321E, 
Applied Biosystems)  當內生性對照組。取  200 ng cDNA，加入反應溶
液成總體積 25 μL，反應則以 ABI PRISM 7000 Sequence Detection 
System  儀器進行，並記錄結果 (CT值變化)。 
 
二、分析 B β1  基因啟動子多型性與阿茲海默氏症、血管性 
失智症之感受性 
 
(一)  研究樣品 
    正常人 (255 位)、阿茲海默氏患者 (238 位)  以及血管性失智症 
患者 (74 位)  之 DNA 樣品來源如上述。正常人族群的年齡範圍、
平均年齡和女性百分比分別為  43 ~ 90、66.3±9.1、52.9%；阿茲海默
氏症患者為 38 ~ 104、75.8±8.6、62.1%；血管性失智症患者為 53 ~ 
  2286、74.5±7.5、50.0%。此部份研究結果是與本實驗室的劉若芸同學共
同合作完成 ( 劉，2006)。 
 
(二) Bβ1  啟動子定序  
針對 B β1  基因遠端啟動子序列，設計三對專一性的引子對，選
擇正常人和血管性失智症患者 DNA 樣品各三個作為模板 ， 進行聚合
酶連鎖反應，增幅 -6718 ~ +23 的啟動子片段。PCR  使用的引子對
與條件如表二，PCR  產物以 1.0% 洋菜膠體 150  V、20  分鐘電泳檢
查，再用限制內切酶確認無誤後，委託源資生物科技股份有限公司進
行定序反應。結果共檢測到 -4329  G/A、-3177 C/T、-2930 A/G、-2737 
G/A、-1918 T/A、-437 A/G  等多型性點。 
 
(三)  聚合酶連鎖反應-限制酶片段長度多型性 (PCR-RFLP) 分析  
取 100 ng 的樣品 DNA，置於 25 μl  的 PCR 反應中，放大包
含上述 B β1  啟動子多型性的片段。各多型性點所使用的引子對及 
PCR  反應的條件列於 ( 表三)，PCR  的產物以 1.4% 洋菜膠體電泳 
120 V、40  分鐘檢視片段大小。取 2  μl PCR  產物，針對各多型性點
所設計的限制內切酶 ( 表三)，與反應緩衝溶液均勻混合，於 37℃  水
浴槽中反應  2 ~ 24  小時。以  1.4 ~ 2.2%  洋菜膠體電泳 120  V、40  分
鐘檢查片段大小，判別各樣品之基因型。 
  23(四)  單股構型多型性 (SSCP) 分析 
設計螢光正向引子，分別放大包含 -2737G/A、-437 G/A  多型性
的片段。取 3  μL  的 PCR 產物與 3.5  μL  之 95%  formamide 染液均
勻混合，置於 95℃  乾浴器作用 5 分鐘，使其 DNA 雙股打開，然
後再迅速置於冰上冷卻 5 分鐘，產生單股構形。經樣品快速離心後，
取 5 μL  的混合液置於 GeneGel Excel 12.5/24 膠片 (Pharmacia 
Biotech)  中，以 8 ℃、600 V、25 mA、15 W  進行電泳反應 1.5 小時。
待電泳結束後，使用 Typhoon  9410 儀器中波長 488  nm 的藍色螢光
進行影樣掃描與擷取。 
 
(五)  統計分析 
    計算阿茲海默氏症、血管性失智症族群與正常人族群各多型性基
因型及等位基因頻率，以 chi-square 檢測各多型性點是否符合哈溫
平衡 (Hardy-Weinberg equilibrium)，並檢測病患族群與正常人族群
間，是否有顯著差異。此外，配合線上軟體 SNPSpD 
(http://genepi.qimr.edu.au/general/daleN/SNPSpD/) (Nyholt, 2004)，分析 
Bβ1  啟動子上各個多型性點間的連鎖不平衡 (linkage 
disequilibrium，簡稱 LD) 關係，得到調整後第一型統計誤差為 5% 
的顯著性閾值，作為判別顯著性的  α  值 ( 本研究的  α  值為 0.012)，
  24並利用 LDMAX 軟體計算出的 Lewontin's 標準化不平衡係數 D'、
Δ
2 值 (squared pairwise correlations) 與  λs  值 (eigenvalues)，用以判
斷各 SNP 間的連鎖強弱關係。最後輔以 PHASE 軟體 (version 2.1) 
(Stephens et al., 2001)，來預估多型性的單套型頻率。 
 
三、擴大建立 B β1  啟動子 CAG 重複序列之遺傳資料庫 
 
(一)  研究樣品 
    經診斷判定無精神疾病或神經退化性疾病的正常人 (60 位)、帕
金森氏症 (73 位)、原發性顫抖症 (53 位)、舞蹈症及肌張力異常症等
其他疾病和其家屬 (75 位)  的 DNA 樣品，由林口長庚紀念醫院神經
內科吳逸如醫師、陳瓊美醫師提供，血液樣品之採集皆經由本人或是
家屬同意。 
 
(二)  基因型分析 (genotyping) 
   取 100 ng 的基因組 DNA 與專一性的引子對 (5'-tamra-TGCTG 
-AAAGAGTCGTG、5'-GCCAGCGCACTCACCCTC)  進行 PCR 反應 
(54℃  煉合、1.0 mM MgCl2、10% DMSO)，PCR  產物則以洋菜膠體
電泳 120  V、40  分鐘確認無誤，取 1  μL  的 PCR 產物，以  1 : 16  比
例加水稀釋，並委託國立臺灣師範大學遺傳多樣性實驗室進行基因型
  25分析，再利用 MegaBACE Genetic profile v.1.5 軟體分析比對其基因
型，推算該樣品三核苷酸重複次數。所檢測到的罕見短的重複次數樣
本，則進一步以 1.8% 洋菜膠電泳純化 PCR 產物，進行 DNA 定序
確認。 
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一、阿茲海默氏症的外遺傳研究 
 
(一) CpG  島甲基化分析 
    使用線上軟體  CpG Island searcher，分析  PPP2R2B  基因兩個異
構型 B β1、Bβ2  的啟動子及 5' 端約 3  kb 區域，圖二(A)  顯示 B β1
具有兩個 CpG 島，Bβ2  則無，故選擇 B β1  的 5' 端區域進行 DNA 
甲基化的研究。 
 
(二) Restriction enzyme based-methylation assay 
    利用 (C
↓CGG)  的限制內切酶  HpaII、MspI，針對 20  位正常人
及 20 位阿茲海默氏症患者的血液 DNA 樣品 ( 圖三)，及 6 組年齡
與性別配對的正常人與阿茲海默氏症患者的淋巴細胞株 DNA 樣品 
(圖四)，進行 CpG 島甲基化作評估。各 DNA 樣品均以三種條件處
理：未經過酵素切割、HpaII  切割、MspI  切割。如圖三(A)、圖四(A) 
所示，未經過酵素切割者有一明顯的 DNA 色帶 (lane  -)；由於辨識
序列 C
↓CGG  無論甲基化與否，均能被  MspI  切割，經  MspI  切割
後 DNA 而呈 smearing 現象 (lane  M) ；而   HpaII  僅能切割未甲基化
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↓CGG，故經  HpaII  切割後的 DNA 片段明顯大於
MspI  切割者 (lane  H)。 
    以上述三種實驗條件處理後之基因組 DNA 作為模版 ， 利用辨認 
Bβ1 5' 端區域之專一性引子對進行 PCR 反應，結果顯示於圖三
(B)、圖四(B)。未經過酵素切割的正控制組模板，於 358 bp 的位置
有一明顯的 PCR 產物 (lane -)，MspI  切割後的負控制組模板則無 
(lane M)，而以  HpaII  切割後的實驗組模板，則依此區域 CCGG 序
列上的甲基化程度，而增幅出不同強度的 PCR 產物 (lane  H)，甲基
化程度越高，則此段 DNA 因不易被  HpaII  裁切，而得以形成較強
的 PCR 產物；反之，若甲基化程度低，則 PCR 產物不明顯或無 
PCR  產物。Bβ1  啟動子上游  -1974 ~ -1824  區域，因缺乏 CCGG 序
列，故三種實驗條件處理後之基因組 DNA 模板，均能增幅出 151  bp 
大小的 PCR 產物，作為內生性控制組 (internal  control)。 
進一步利用 Alphalmager 1200 影像系統，比較 20 位正常人和 
20  位阿茲海默氏症患者血液基因組 DNA 的甲基化程度。如圖三 C 
所示，個別樣品間的甲基化程度差異很大，然阿茲海默氏症患者的平
均甲基化程度稍高於正常人，但兩群間的差異未達顯著水準 ( 圖三
D，P > 0.05)。圖四 C  顯示各組年齡與性別配對的淋巴細胞 DNA 甲
基化程度，個別樣品間的甲基化程度差異很大，其中第二、第四組阿
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群樣品間之平均甲基化程度，阿茲海默氏症患者稍高於正常人，但差
異未達顯著水準(圖四 D，P > 0.05)。 
 
(三) Bisulfite sequencing assay 
    利用 EZ DNA Methylation-Gold
TM Kit 處理淋巴球 DNA，使 
DNA  序列上的 C 鹼基轉變為 T 鹼基，然 CpG 上的 C 鹼基若發
生甲基化，則不被轉變為 T 鹼基而維持 C 鹼基，藉由定序比較 
DNA  序列上 T 鹼基與 C 鹼基的訊號強弱，可推知該樣本的甲基化
程度。圖五為第五組正常人的定序結果，包括 RE-PCR  所辨認的三
個 CCGG 在內，序列上大部分的 C 鹼基皆被轉變成 T ，但第 8 個
CpG  則有少部分維持 CG。圖六為第三組阿茲海默氏症患者的定序
結果，顯示第 1、2、4 個 C 鹼基被甲基化而維持不變，但 RE-PCR 
所辨認的另外兩個 CCGG 皆被轉換成 TTGG。此二個 CCGG 序列
於所檢測的 12 個樣品皆無甲基化情形。圖七為 6 組配對的阿茲海
默氏症患 (P1 ~ P6) 與正常人 (N1 ~ N6) 淋巴細胞株之甲基化程度
量化圖。結果顯示正常人的 CpG 大多無甲基化，只有部分的樣本有
零星的甲基化，且甲基化程度大多低於 50%，阿茲海默氏症的患者
則富含甲基化的 CpG，且甲基化程度大多高於 50%，即阿茲海默氏
  29症的患者 B β1  序列上該區域的甲基化程度明顯高於正常人。 
 
(四) Chromatin immunoprecipitation (CHIP) 
    為了分析 B β1  與 B β2  啟動子區域的染色質結構，使用 CHIP 
技術檢測此二異構型啟動子區域上組蛋白修飾的情形。如圖八(A)、
(D)  所示，與未受超音波震盪處理相較 (lane  -)，經過超音波震盪後，
DNA  被震碎成小片段呈 smearing 現象 (lane  +)。超音波處理後將樣
品分成 A (未進行免疫沈澱，作為正控制組)、B (不加抗體但進行免
疫沈澱，作為負控制組)、C (加抗體進行免疫沈澱，作為實驗組)  三
組，免疫沉澱反應的抗體包括辨認  dimethyl Histone H3 lysine 9  及辨
認 acetyl Histone H3 lysine 14 的抗體。dimethyl Histone H3 lysine 9
的組蛋白修飾代表染色質結構緊密、低基因轉錄活性，而 acetyl 
Histone H3 lysine 14  的組蛋白修飾則代表染色質結構鬆散，利於基因
轉錄作用。如圖八(B) (E) 所示，兩種抗體免疫沉澱的 DNA 模板，
PCR  增幅後皆於所檢測的三個配對樣品偵測到代表 B β1  的 358 bp
片段與代表 B β2  的 301  bp 片段。利用 Alphalmager  1200 影像系統
定量後，得到各 AD/NC 配對的比值，顯示於圖八(C) (F)。三個配對
的淋巴細胞株中，第 2 、第 5 個配對的 Methyl-H3 比值大於 1 ，顯
示此兩個阿茲海默氏症患者的 B β1 5'  端區域上，dimethyl H3-K9  的
  30比例較配對的正常人高，然第 4 個配對的 Methyl-H3 ratio 則小於 
1，顯示該配對的阿茲海默氏症患者的 B β1  5'  端區域上，dimethyl 
H3-K9  比例較配對的正常人低。Bβ2  啟動子區域的 Methyl-H3 
ratio、Bβ1  與 B β2  啟動子區域的 Acetyl-H3 ratio，於三個配對的細
胞株中則無明顯差異，顯示這些區域上的修飾組蛋白比例於三個配對
中並無太大區別。 
 
(五) PPP2R2B  基因表現量與阿茲海默氏症的關聯性 
    使用 Real-time  PCR-Taqman 的系統 ， 檢測上述 6 個配對的阿茲
海默氏症患者與正常人淋巴細胞中  PPP2R2B RNA 的表現量，結果
顯示於圖九。由於所檢測到的 C T 值多數超過 35，  代表樣品 RNA 
濃度太低，實驗誤差相對提高，無法作為可信數據，故無法使用此數
據做更進一步的分析。 
 
二、阿茲海默氏症與血管性失智症的 B β1  基因啟動子多型 
    性分析 
 
(一) Bβ1  基因啟動子定序 
利用 B β1  基因啟動子的專一性引子對，放大三位正常人與三位
血管性失智症患者 B β1  基因 -6718 ~ +23 的遠端啟動子片段，其 
  31PCR  產物定序結果如圖十。共檢測到 -4329  G/A、-3177 C/T、-2930 
A/G、-2737 G/A、-1918 T/A、-437 A/G 等多型性點，除 -4329 G/A 
外，其餘五個多型性點在先前資料庫序列的比對中即已發現 ( 劉，
2006)。故對此六個多型性點與阿茲海默氏症、血管性失智症之關聯
性進行研究。 
 
(二)  啟動子多型性的 PCR-RFLP 檢測 
    -4329 G/A 多型性：Bβ1  基因啟動子區域的第 -4329 個核苷酸
由 G 轉變為 A 時，會新增限制酶  BciVI (GTATCC)  切位，故包含 
-4329A  等位基因的 PCR 產物能被  BciVI  切割成 100 bp 與 51 bp 
的片段，而包含 -4329G 等位基因的 PCR 產物經  BciVI  作用後則
呈現原來 151  bp 的片段 ( 圖十一A)。 
    -3177  C/T 多型性 ： Bβ1  基因啟動子區域的第 -3177 個核苷酸若
由 C 轉變為 T ，會導致限制酶  BsmAI (GTCTC)  切位消失，故包含 
-3177T  等位基因的 PCR 產物經  BsmAI作用後呈現 272 bp 的片
段，而包含 -3177C 等位基因的 PCR 產物則會被  BsmAI  切割成 
143 bp  與 129  bp 的二個片段 ( 圖十一B)。 
    -2930 A/G 多型性：Bβ1  基因啟動子區域的第 -2930 個核苷酸
由 A 轉變為 G 時，並未改變任何限制內切酶的切位，故設計誤配
  32引子，於 PCR 反應時引入  SphI  的切位。包含 -2930A 等位基因的 
PCR  產物經限制酶  SphI  作用後呈現 401 bp 的片段，而包含 
-2930G  等位基因的 PCR 產物經  SphI  切割後則呈現 379 bp 和 22 
bp  的片段 ( 圖十一 C)。 
    -2737 G/A 多型性：Bβ1  基因啟動子區域的第 -2737 個核苷酸
若由 G 轉變為 A ，則會使限制酶  FinI (GGGAC)  的切位消失，故 
FinI  切割包含 -2737A 等位基因的 PCR 產物後僅呈現 101 bp 的
片段，而包含 -2737G 等位基因的 PCR 產物則會被  FinI  切割成 
67 bp  和 34  bp 的片段 ( 圖十一D)。 
    -1918  T/A 多型性 ： Bβ1  基因啟動子區域的第 -1918 個核苷酸若
由 T 轉變為 A ，則能為限制酶  HindIII (AAGCTT)  所辨識，故包含 
-1918A  等位基因的 PCR 產物，經HindIII  切割成 94 bp 與 57 bp 
二個小片段，而包含 -1918T 等位基因的 PCR 產物則無法為 
HindIII  辨識，而呈現單一的 151  bp 片段 ( 圖十一E)。 
    -437 A/G 多型性：Bβ1  基因啟動子區域的第 -437 個核苷酸若
由 A 轉變為G，則會被限制酶  AluI (AGCT)  所辨識，故包含 -437G 
等位基因的 PCR 產物經  AluI  切割成 38  bp 和 36  bp 的小片段 ， 而
包含 -437A 等位基因的 PCR 產物則因  AluI  無法辨識而呈現 74 
bp  的片段 ( 圖十一F)。 
  33(三)  啟動子多型性的 SSCP 檢測  
    PCR-RFLP 檢測 -2737  G/A、-437 A/G  多型性時，由於部分
樣品因酵素作用不完全，或切割後小片段不易辨識，故以螢光引子
對進行 PCR 反應，使用 SSCP 的技術輔助此兩個多型性基因型
的辨認。 
-2737 G/A  多型性：如圖十二A  所示，GG  同基因型者出現 
c、d  單股構象，AA  同基因型者出現 a 、b  單股構象，GA  異基
因型者則同時出現 a 、b、c、d  單股構象。 
-437 A/G  多型性：如圖十二B  所示，AA  同基因型者出現 a 、
d  單股構象，GG  同基因型者出現 b 、c  單股構象，AG  異基因型
者則同時出現 a 、b、c、d  單股構象。 
 
(四)  正常人族群  Bβ1  啟動子多型性的哈溫平衡檢測 
    255 位正常人的 B β1  基因啟動子多型性分析結果如表四。所得
觀察值與樣品總數推算之期望值做卡方檢定，除 -2737 G/A 多型性
點外，-4329 G/A、-3177 C/T、-2930 A/G、-1918 T/A、-437 A/G  等五
多型性點符合哈溫平衡 ( P = 0.196 ~ 0.898)，其中 -2930  A/G 和 -437 
A/G  的多型性基因型頻率及  P  值相同。 
 
 
  34(五)  多型性位點間的聯鎖不平衡檢測 
    利用 SNPSpD 軟體之聯鎖不平衡的相關矩陣，計算出 -4329、
-3177、-2930、-2737、-1918、-437  等多型性位點之特徵值 ( 表五)，
若所有的多型性位點皆聯鎖，則第一特徵值會與多型性位點的數目相
同。表五中對角線上之數值即為特徵值，其中第一特徵值 4.02 小於
多型性位點數目 6 ，顯示此六個多型性位點並非完全聯鎖。配合 
LDMAX  軟體進一步分析各多型性位點間的聯鎖不平衡程度，得到
參數 D' 與  Δ
2 值，D'  越接近 1 表示於遺傳的傳遞下此兩個多型性
位點越不易重組，Δ
2 值若趨近 1 則代表兩個多型性位點的聯鎖不平
衡關係越強烈。同時以此二值檢測此六個多型性點的連鎖關係，發現
-2930 / -437 的 D' 值為 1 、Δ
2 值為 0.97，皆高於其他 pairwise 的
單套型，顯示此二位點聯鎖性最高，此外  -4329 / -2930  以及 -4329  / 
-437  的 D' 值 (0.98、0.97)  與  Δ
2 值 (0.82、0.81)  亦接近 1 ，顯示
此些點的連鎖關係亦強。 
 
(六)  啟動子多型性與阿茲海默氏症、血管性失智症感受性的相關性 
    238 位阿茲海默氏症病患、74  位血管性失智症病患與 255 位正
常人之 B β1  基因啟動子多型性分析結果如表六、表七。以卡方檢定
個別分析阿茲海默氏症、血管性失智症與正常人族群，各多型性位點
  35的基因型分佈與等位基因頻率，於兩種病患和正常人族群間無顯著性
差異 ( P > 0.05)。 
    進一步利用 PHASE 軟體分析六個多型性位點間形成的各種單
套型於三個不同族群的分佈情形，結果顯示於表八，單套型中 0 表
示常見的等位基因、1  表示多型性的等位基因，於三個族群中，最常
見的單套型為 010000，即  -4329G 、 -3177T 、 -2930A 、 -2737G 、 -1918T、
-437A。各種不同的單套型於兩種病患和正常人族群間並無顯著差異 
(P > 0.05)。 
 
三、Bβ1  啟動子 CAG 三核苷酸重複之遺傳資料庫擴充 
 
    本研究分析台灣地區四個不同的樣品群之 B β1  基因啟動子 
CAG  重複的次數，包含 60 個正常人、73  個帕金森氏症、53  個原
發性顫抖症、75 個舞蹈症及肌張力異常症等其他疾病和其家屬。圖
十三、表九顯示 CAG 三核苷酸重複次數的等位基因頻率分佈，圖十
四顯示 CAG 三核苷酸重複次數的多型性基因型分佈 。 正常人族群與
其他神經退化性疾病患者間，Bβ1  基因啟動子 CAG 重複的次數的
分佈並無明顯差異。各樣品群中最常見 CAG 三核苷酸重複次數為
10、13、16，比例分別為  24.3 ~ 30.2%、22.6 ~ 36.3%、14.7 ~ 19.4%。
  36正常人、金森氏症、原發性顫抖症、其他等樣品群中， CAG 重複範
圍 / 平均重複次數 ( 標準差)  分別為：9 ~ 24 / 13.1 (2.8)、9 ~ 25 / 13.6 
(3.2)、9 ~ 27 / 13.4 (3.3)、4 ~24 / 13.3 (3.2)。在其他樣品群中，發現二
位舞蹈症患者 (2%) 具有罕見短的 (CAG)4 和 (CAG)6 等位基因，其
定序結果顯示於圖十五。 
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一、阿茲海默氏症的外遺傳研究 
 
(一) Bβ1  啟動子區域 DNA 甲基化程度 
本研究以 RE-PCR 分析 20 個正常人與 20 個阿滋海默氏症患
者，Bβ1 5'  端區域在個別樣品間的甲基化程度差異很大，正常人族群
中甲基化程度範圍為  0 ~ 46%，阿滋海默氏症患者則為  0 ~ 59%。整
體而言，阿滋海默氏症患者 DNA 甲基化程度較正常人稍高，但兩群
樣品間未達顯著差異 ( 圖三)。另一方面，六組經過年齡與性別配對
的淋巴細胞株中，第二、第四組配對之阿茲海默氏症患者甲基化程度
高於正常人，但第五組則相反，第一、第六組配對則無顯著差異 ( 圖
四)。此結果顯示 B β1 5'  端區域甲基化不一定和阿茲海默氏症相關。
Silva  等人研究  SIRT3、  SMARCA5、HTERT、CDH1  基因啟動子甲
基化的結果顯示，與端粒、免疫反應相關的基因  HTERT，其啟動子
區域甲基化程度，阿滋海默氏症患者明顯較正常人族群高，而其他三
個基因則無顯著差異 (Silva et al., 2008)。本研究探討的 PPP2R2B，
為腦專一性表現，於淋巴球中表現甚低，此組織特異性可能無法呈現
顯著的甲基化差異。其次，本研究的樣品數量過少，也可能降低兩群
  38間甲基化程度差異在統計上的意義。再者，本實驗使用傳統的 
RE-PCR  檢測，僅能分析少數  Hpa II  與  Msp I  辨認序列上的甲基化
之情形，故後來採用 Bisulfite  sequencing 檢測法，以 sodium  bisulfite 
將未甲基化的 C 鹼基轉換成 U ，而甲基化的 C 則不變，進行 PCR 
反應後將產物做定序 ， 來一一分析此 5' 端區域內每一個 CG 的甲基
化程度，結果顯示阿茲海默氏症患者的甲基化程度較正常人高 ( 圖
七)。但定序結果亦顯示 RE-PCR 限制酶所辨認的三個 CCGG 中，
只有第二個辨認位置有甲基化的情形 ( 圖五、六 B)，其餘兩個位置皆
無甲基化的情形 ( 圖五、六 A、E)。由於無甲基化的 CCGG 會被 
HpaII  辨認、切割，故 PCR 後應無產物，與圖三、圖四的實驗結果
不合。故 RE-PCR 所觀察到的差異可能為酵素切割不完全，造成誤
判甲基化的情形，故 bisulfite sequencing assay 所得結果較能代表該
樣本的甲基化程度。 
 
(二) PPP2R2B  啟動子區域的染色質結構 
    染色質可藉不同組蛋白修飾改變其結構，調控基因的轉錄與表
現，組蛋白 H3 的第九、第十四個胺基酸-離胺酸之乙醯化與基因轉
錄活化有關；而組蛋白 H3 的第九胺基酸-離胺酸發的甲基化修飾，
則與抑制轉錄作用相關 (Yan and Boyd, 2006)。先前 Greene 等人於
  39單一基因突變的富來德瑞克氏共濟失調症 (Friedreich ataxia，簡稱
FRDA)  的研究中，以 CHIP 的技術分析  frataxin (FXN)  基因的染色
質結構與其表現的關聯，結果顯示 FRDA 的患者於 FXN  基因的啟
動子區域有較高的 dimethyl  H3-K9，同時患者的  FXN mRNA  表現量
亦有下降的情形 (Greene et al., 2007)。本研究使用 CHIP-PCR 分析
與 B β1  與 B β2  啟動子區域結合之組蛋白的修飾，進而推測基因轉
錄作用的活化與抑制。本研究於三個配對的淋巴細胞株中，比較  Bβ1 
啟動子區域上 dimethyl H3-K9 的比例，雖然有兩組顯示阿茲海默氏
症患者 dimethyl  H3-K9 修飾較正常人高，顯示 dimethyl H3-K9  修飾
可能影響 B β1  啟動子區域的染色質結構，導致阿茲海默氏症的發
生，但另一組配對則相反。而 dimethyl  H3-K9 與 B β2  啟動子區域、
acetyl H3-K14  與 B β1、Bβ2  啟動子區域的比例於兩群樣品中並無明
顯差異 ( 圖八)。阿茲海默氏症具高度遺傳異質性，非單一基因所調
控，而 FRDA 為  FXN  基因突變的隱性遺傳疾病，兩者間遺傳背景
的複雜度差異很大，可能造成結果的差異。另一可能造成差異的因素
為偵測 PCR 產物的方法，本研究從電泳膠體圖上定 PCR 產物的
量，此定量方式由於沒有可供參照的控制組，所以無法排除人為操作
的誤差，而 Greene 等人使用 real-time  PCR 的技術定  FXN DNA (經
染色質免疫沈澱)，可降低人為操作的誤差，故後續研究的方向可使
  40用此技術。 
 
(三) PPP2R2B mRNA  的表現量 
 
    本研究以淋巴細胞株為材料，使用 real-time  PCR 技術比較阿茲
海默氏症患者與正常人  PPP2R2B mRNA  表現量 ， 但由於淋巴細胞株
中的  PPP2R2B mRNA 含量太低而無法有效比較 ( 圖九)。PPP2R2B 
為腦特異性表現基因，因此推測在其他組織或細胞株中的表現量不
高。Schild  等人研究指出，人類胚胎腎細胞株 (Human embryonic 
kidney HEK293)  和人類神經瘤細胞株 (SH-SY5Y) 中，PR55α 、 PR55β 
(PPP2R2B)、PR55γ、PR55δ 等四種 B 次單位的 mRNA 表現量不同，
SH-SY5Y  中  PR55α  表現量最高而  PR55β  (PPP2R2B) mRNA 之含
量最低，而 HEK293 細胞株中則無法偵測到  PPP2R2B  的 mRNA 
的存在 (Schild et al., 2006)，顯示非腦部組織的其他細胞株中
PPP2R2B  的 mRNA 表現量甚低，此結果與本研究數據相符。 
 
(四) DNA  甲基化、組蛋白修飾與基因表現 
 
    D N A  甲基化會與甲基化結合蛋白結合，進而吸引組蛋白去乙醯
酶前來，促使組蛋白發生去乙醯化，形成較緊密的染色質結構，阻礙
  41轉錄因子與啟動上轉錄活化位的結合，使轉錄作用無法執行，而降低
基因的表現。Al-Mahdawi  等人針對基因表現的機轉，提出另一個看
法，組蛋白 H3K9 發生去乙醯化而導致組蛋白 H3K9 甲基化，吸引 
heterochromatin protein 1 (HP1)、組蛋白去乙醯酶與 DNA 甲基轉移
酶 ， 而造成 DNA 甲基化 ， 進而關閉基因轉錄作用 (Al-Mahdawi  et al., 
2008)。組蛋白的修飾並非一定伴隨 DNA 的甲基化，fragile X mental 
retardation 1 ( FMR1)  基因啟動子區域缺乏甲基化，但仍發生組蛋白
去乙醯化與組蛋白 H3K9 甲基化，雖然此狀況並不影響  FMR1  的基
因轉錄調節 (Pietrobono et al., 2005)。綜合上述的結果，DNA  甲基化
與組蛋白修飾間並非完全連結，此兩者調節基因表現的機制可能是獨
立的。而本研究的結果顯示 Bβ1 5'  端區域的甲基化程度 ( 圖七)  與組
蛋白的修飾 ( 圖八)  亦無明顯關聯。 
 
二、Bβ1  基因啟動子多型性與阿茲海默氏症、血管性失智症
感受性的相關性 
 
    本研究分析 B β1  啟動子區域上六個多型性位點，無論是在多型
性基因型 ( 表六)  或等位基因 ( 表七)  頻率分佈層面，都未發現任一
多型性位點與阿茲海默氏症或血管性失智症之感受性有相關 ( P > 
  420.05)。進一步的多型性位單套型分析結果 ( 表八)，亦顯示並無特定
單套型與阿茲海默氏症與血管性失智症相關，即此六點之單套型頻率
對疾病的發生無太大影響。 
    B β1  啟動子之六個多型性位點的哈溫平衡檢測，除多型性位點 
-2737，其餘五點皆符合哈溫定律 ( 表四)，顯示取樣的正常人為自由
婚配、配子亦可隨機結合，且不因突變、遷徙或天擇等演化動力而影
響基因頻率的分佈。而多型性位點 -2737 不符合哈溫平衡，造成此結
果的因素不明。 
     
三、臺灣地區 B β1  啟動子 CAG 三核苷酸重複之遺傳資料庫 
 
    本研究分析臺灣地區四個不同樣品群之 B β1  基因啟動子 CAG 
重複的次數，包含 60 位正常人、73  位帕金森氏症患者、53 位原發
性顫抖症患者和 75 位舞蹈症及肌張力異常症等其他疾病和其家
屬。統計顯示，臺灣的正常人族群中，CAG  的重複次數範圍為 9 ~ 
24，最常見之等位基因型式 ( 頻率)  為 (CAG)10  (30.2%)、(CAG)13 
(31.0%)、(CAG)16 (16.4%) (表九)，此結果與本實驗室先前研究成果相
符 ( 劉，2006)，但與義大利、波蘭最常見的等位基因型式相異：
(CAG)10、(CAG)13、(CAG)15 ，與法國、義大利、波蘭、高加索人、
印度和南非等族群亦不盡相同 (Fujigasaki et al., 2001; Srivastava et 
  43al., 2001; Brusco et al., 2002; Laurent et al., 2003; Sulek et al., 2004; 
Majounie et al., 2007)。Tsai  等人於 2004 年的統計資料中顯示，臺灣
族群之 CAG 三核苷酸重複次數大於 15 的等位基因出現頻率較其
他族群高 (Tsai et al., 2004)，本篇研究結果 ( 表九)  亦符合上述結果。  
本研究中四個樣品群並未發現 CAG 的重複有不正常的擴增情
形，但在其他神經相關疾病的族群中，發現兩名舞蹈症患者具有罕見
短的 CAG 重複之等位基因 (CAG)4 ( 異型合子)  和 (CAG)6 ( 同型合
子)，分別佔整個族群的 0.7% 和 1.4%。先前本實驗室的研究亦發現
於阿茲海默氏症患者的族群中具有較高比例的 (CAG)7  等位基因 
(2.8%) (侯，2005)；原發性顫抖症患者樣品群中亦發現 (CAG)5 (0.5%) 
和 (CAG)6 (1.5%)  之等位基因 ( 劉，2006)。此罕見較短的等位基因
也存在於其他血統族群中 ， 如 Holmes 等人於歐裔正常人及神經相關
疾病 ( 帕金森氏症、亨汀頓式舞蹈症、運動失調症)  共 2986 條等位
基因分析中，發現一條 (CAG)7  之等位基因存在 (Holmes et al., 
1999)。印度族群的研究亦報導中 (CAG)7 的等位基因，但頻率並不
高 (Srivastava et al., 2001)。而先前本實驗室的研究成果發現，包含 
(CAG)5~7 等位基因的啟動子活性，約只有較常見的 (CAG)10、
(CAG)13、(CAG)16 之等位基因的 60% (Chen et al., 2008)。此結果暗
示較短的 CAG 重複次數會降低 B β1  基因啟動子活性，進而增加神
  44經相關疾病的感受性 。 比較 (CAG)4  之啟動子活性是否伴隨重複次數
的減少而下降，及重複次數與 B β1  基因表現量之相關性，應是值得
深入探討的問題。 
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圖一、PPP2R2B  基因的結構與其所表現的轉錄體和蛋白質。外顯子 
(exon) 1.1 或 1.2 的啟動子差異使用及選擇性裁接，產生 N 端相異
的 B β1  及 B β2  兩種異構型。外顯子 1.1 上具有 CAG 三核甘酸重
複 (CAG)n (圖片出自 Dagda et al., 2003) 
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圖二、Bβ1 (A)、Bβ2 (B)  啟動子及 5' 端外顯子區域的 CpG 島預測
分析 (http://cpgislands.usc.edu/cpg.aspx)。彎曲箭頭 +1 標示處為 
Bβ1、Bβ2  的轉錄起始位置，標示 ATG 處為外顯子 1.1、1.2  轉譯
的起始點。藍色長方形標示處為 CpG 島，Bβ1  啟動子及 5' 端外顯
子區域具有兩個 CpG 島，Bβ2  啟動子及 5' 端外顯子區域則無 CpG 
島的存在。 
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圖三、白血球 DNA 的 B β1 5' 端區域的 RE-PCR 甲基化檢測分
析。(A)  正常人 (NC) 與阿茲海默氏症患者 (AD) 白血球的基因組 
DNA  分別經過未添加酵素 (  - )、添加甲基化敏感酵素  HpaII ( H )、
添加甲基化不敏感酵素  MspI ( M ) 處理的 0.8%  瓊脂膠體電泳分析
圖。(B)  以上述處理後基因組 DNA 為模板之 PCR 產物 (Bβ1 
5'UTR  區域，+111 ~ +468, 358 bp) 的 1.4% 瓊脂膠體電泳分析圖，
PCR  增幅 B β1  遠端啟動子片段 (-1974 ~ -1824, 151 bp) 作為內在
對照組 。 (C) 20  位正常人與 20 位阿茲海默氏症患者之甲基化程度的
分佈圖。(D)  上述正常人與阿茲海默氏症患之甲基化程度量化圖。 
  60 
圖四、淋巴細胞株 DNA 的 B β1 5' 端區域的 RE-PCR 甲基化檢測
分析。(A)  正常人 (NC) 與阿茲海默氏症患者 (AD) 淋巴細胞株的基
因組 DNA 分別經過未添加酵素 ( - ) 、添加甲基化敏感酵素 HpaII 
( H ) 、 添加甲基化不敏感酵素  MspI ( M )  處理的 0.8%  瓊脂膠體電泳
分析圖。(B)  以上述處理後基因組 DNA 為模板之 PCR 產物 (Bβ1 
5'UTR  區域，+111 ~ +468, 358 bp) 的 1.4%  瓊脂膠體電泳分析圖，
PCR  增幅 B β1  遠端啟動子片段 (-1974 ~ -1824, 151 bp) 作為內在
對照組。(C) 6  組年齡與性別配對的正常人 (N1~N6)、阿茲海默氏症
患者 (P1~P6) 淋巴細胞株之甲基化程度的分佈圖。(D)  上述配對的 
6  組正常人與阿茲海默氏症患者淋巴細胞株之甲基化程度量化圖。 
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圖五、N5  正常人淋巴細胞株 DNA 的 B β1 5' 端區域的 Bisulfite 
sequencing  甲基化檢測分析。(A) ~ (E) 為包含 B β1 5'UTR RE-PCR
甲基化檢測區域 (+49 ~ +543, 495 bp) 序列中的部分 CpG 島，TG 
代表未被甲基化的 CpG，TTGG  為 RE-PCR 技術中酵素  HpaII  與 
MspI  所辨認的位置。TG  下方數字 (1 ~ 8) 為圖七比較的 8 個CpG 
位置。 
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圖六、P3  阿茲海默氏症患者淋巴細胞株 DNA 的 B β1 5' 端區域的 
Bisulfite sequencing 甲基化檢測分析。(A) ~ (E) 為包含 B β1 5'UTR 
RE-PCR甲基化檢測區域 (+49 ~ +543, 495 bp) 序列中的部分 CpG 
島，TG  代表未被甲基化的 CpG，CG  代表甲基化的 CpG，TTGG  為 
RE-PCR  技術中酵素  HpaII  與  MspI  所辨認的位置。TG  或  CG  下
方數字  (1 ~ 8)  為圖七比較的 8 個CpG  位置。  
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圖七、6  組配對的阿茲海默氏症患  (P1 ~ P6)  與正常人 (N1  ~  N6) 淋
巴細胞株之甲基化 (M) 程度量化圖。上方數字 (1 ~ 8) 表示圖五、
圖六中標示的 CpG 位置。全黑的圓圈代表 100% 的甲基化；3/4  黑
的圓圈代表 75% 的甲基化；1/2  黑的圓圈代表 50% 的甲基化；1/4 
黑的圓圈代表 25% 的甲基化，全白的圓圈代表 0% 的甲基化。 
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圖八、淋巴細胞株 DNA 的 CHIP-PCR 檢測。(A) (D)  基因組 DNA 
經超音波震盪前 ( - )、後 ( + ) 的 0.8% 瓊脂膠體電泳圖。以抗體 
anti-dimethyl H3-K9 (B) 或 anti-acetyl H3-K14 (E) 進行 CHIP-PCR 
後產物的 0.8% 瓊脂膠體電泳圖，lane P  未經 CHIP 步驟，lane -  未
加抗體、但經 CHIP 步驟，lane + 加抗體、且經 CHIP 步驟，PCR
產物大小為  358 bp Bβ1 (+111 ~ +468)、301 bp Bβ2 (-193 ~ +108)，+1
為轉錄起始位置。配對的 3 組阿茲海默氏症患與正常人 (P2/N2、
P4/N4、P5/N5) Bβ1、Bβ2 5'  端區域組蛋白修飾的相對量化圖。 
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圖九、Real time RT-PCR  檢測淋巴細胞株中  PPP2R2B (A)、HPRT (B) 
mRNA  的表現量。 
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圖十、Bβ1  基因遠端啟動子多型性的定序圖。(A) -4329 G/A  多型性
的異型合子。(B) -3177 C/T  多型性的異型合子。(C) -2930 A/G  多型
性的異型合子。(D) -2737 G/A  多型性的異型合子。(E) -1918 T/A  多
型性的同型合子。(F) -437 A/G  多型性的同型合子。 
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圖十一、Bβ1  啟動子多型性檢測。(A) -4329 G/A  多型性。GG、GA、
AA  各基因型的 DNA 樣品經增幅後的  BciVI (GTATCC)  切割、
2.0%  洋菜膠體電泳照片。(B) -3177 C/T  多型性。CC、CT、TT  各基
因型的 DNA 樣品經增幅後的  BsmAI (GTCTC)  切割、2.0%  洋菜膠
體電泳照片。(C) -2930 A/G  多型性。AA、AG、GG  各基因型的 DNA 
樣品經增幅後的  SphI (GCATGC)  切割、1.4%  洋菜膠體電泳照片。
(D) -2737 G/A多型性。GG、GA、AA各基因型的 DNA 樣品經增幅
後的  FinI (GGGAC)  切割、2.0%  洋菜膠體電泳照片。(E) -1918 T/A 
多型性。TT、TA、AA各基因型的 DNA 樣品經增幅後的  HindIII 
(AAGCTT)  切割、2.0%  洋菜膠體電泳照片。(F) -437 A/G  多型性。
AA、AG、GG  各基因型的 DNA 樣品經增幅後的  AluI (AGCT)  切
割、2.2%  洋菜膠體電泳照片。
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圖十二、Bβ1  啟動子 -2737 G/A 與 -437 A/G 多型性的 SSCP 分
析。(A) -2737 G/A 多型性。G  等位基因的單股構象以 c 、d  標示，
A  等位基因的單股構象以 a 、b  標示。(B) -437 A/G  多型性。A  等位
基因的單股構象以 a 、d  標示，G  等位基因的單股構象以 b 、c  標示。
各樣品的多型性基因型標記於上方。 
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圖十三、Bβ1  基因啟動子之 CAG 三核苷酸重複次數的等位基因頻
率分佈圖。檢測的族群包括正常人 (Controls)、帕金森氏症 
(Parkinson’s disease)、原發性顫抖症 (Essential  tremor)、舞蹈症和肌張
力異常症等其他神經相關疾之患者與其家屬 (Others)。 
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圖十四、Bβ1  基因啟動子之 CAG 三核苷酸重複次數多型性基因型
分佈圖。檢測的族群包括正常人 (Controls)、帕金森氏症 (Parkinson’s 
disease)、原發性顫抖症 (Essential  tremor)、舞蹈症和肌張力異常症等
其他神經相關疾之患者與其家屬 (Others)。 
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圖十五 、 二位舞蹈症患者 B β1  基因啟動子之 (CAG)4 (A) 、 (CAG)6 (B) 
等位基因的 DNA 定序圖。 
 
  72表一、RE-PCR、ChIP-PCR  和  Bisulfite sequencing PCR  之引子對及
反應條件 
 
 
 
引子對 
煉合(℃) / 
MgCl2 (mM) / 
DMSO  (%)   
 
片段 (bp) 
Bβ1 (+111 ~ +468) 
F: TTTGCATTTTGGAGCGGC   
R: CTCCCCGCAGCCAGTCT 
 
56 / 1.5 / 10 
 
 
358 
Bβ2 (-193 ~ +108) 
F: AGAAACTCACCACACGGGAAA 
R: GGCCTTTTAAGCTGGCTACATC 
 
54.5 / 1.0 / 10
 
  301 
Bβ1 promoter (-1974 ~ -1824) (internal control) 
F: ATTCCAACCGAAGGCACAAT   
R: CGAGGTTCCAACATTCAGTCC 
 
56 / 1.5 / 10 
 
151 
Bβ1 (+49 ~ +543) 
F: GGGTTTAGAAAGGTATTATTTTGT   
R: ATCAATATCCTCCTCCATTAACAAC 
 
63 / 2.5 / 0 
 
 
495 
註：依據包含  PPP2R2B  基因的 NC_000005 序列，Bβ1 +111 ~ 
+468、-1974 ~ -1824、+49 ~ +543  片段分別為  202966 ~ 203323、
200882 ~ 201032、202904 ~ 203398；Bβ2 -193 ~ +108 片段為 25344  ~ 
25644。202856  為 B β1  轉錄起始點 (+1)；25537  為 B β2  轉錄起始
點 (+1)。 
 
  73表二、Bβ1  啟動子定序之引子對及反應條件 
 
 
 
引子對 
煉合 ( ℃) / 
MgCl2 (mM) / 
DMSO  (%)   
 
片段 (bp) 
Bβ1 promoter I (-6718 ~ -3325) 
F: GTGGTTAAGAGCATGGGCTGTAGAG 
R: TAATTGGTTCGATTTATTCCTGTATGCATA 
 
62 / 2.5 / 0 
 
 
3394 
Bβ1 promoter II (-3486 ~ -536) 
F: GATGGCCTCGATCTCCTGACCTCATAATCT
R: CCTTATATGATGCATGTGGTCCCTTGGTGA
 
66 / 2.5/ 0 
 
 2951 
Bβ1 promoter III (-879 ~ +23) 
F: ACCTAACGGAGAGGCTGCAA 
R: ACAGGATTCAGGCTTGCCTGGCC 
 
56 / 1.5 / 10 
 
902 
註：依據包含  PPP2R2B  基因的 NC_000005 序列，所定序的 B β1 
promoter I、II、III  片段分別為  196138 ~ 199531、199370 ~ 202320、
201977 ~ 202878。202856  為轉錄起始點 (+1)。 
 
  74表三、增幅 B β1  啟動子多型性片段所用引子對及反應條件 
 
 
 
多型性 
煉合(℃) / 
MgCl2 (mM) / 
DMSO (%)   
 
酵素 
(片段 bp) 
-4329 G/A 
F: GTGTAGGAAGCATTAGCCTAAGGA   
R: GGCCAATTACAAATACACAGCCT 
 
52 / 2.0 / 10 
 
 
BciVI: GTATCC  
(151 / 100, 51) 
-3177 C/T 
F: CTTATGAGCTAGAAAATTTCCAGCT   
R: CCTCCCAGGTTCAAGTGAGT 
 
48 / 1.0 / 0 
 
 
BsmAI: GTCTC 
(143, 129 / 272)
-2930 A/G 
F: CTTATGAGCTAGAAAATTTCCAGCT     
R: CCTCCCAGGTTCAAGTGAGTCGCAT 
 
60 / 1.5 / 0 
 
SphI*: GCATGC 
(401 / 379, 22) 
-2737 G/A 
F:  TCTAGTGAAAATGGCCAACAA   
R: TTCCGGTGTTTTCTGCCT 
 
56 / 1.0 / 0 
 
FinI: GGGAC 
(67, 34 / 101) 
-1918 T/A 
F: ATTCCAACCGAAGGCACAAT   
R: CGAGGTTCCAACATTCAGTCC 
 
52.5 / 1.0 / 10
 
HindIII: AAGCTT
(151 / 94, 57) 
-437 A/G 
F: GTTCTCAAGTTCAGGCGTCC 
R: AACCTCCTCCCCTCTCGC 
 
54.5 / 1.0 / 10
 
AluI: AGCT 
(74 / 38, 36) 
註：*以誤配引子 PCR 引入限制酶切位。引子上誤配鹼基及限制酶
辨識切位上多型性鹼基分別以下標橫線標示出。 
 
  75表四、正常人族群 (255 位) Bβ1  啟動子多型性之哈溫平衡檢測 
 
觀察值 預期值     哈溫平衡P           
          No. (%)  No. (%)   
-4329 G/A         
GG  142  (55.7) 140.1  (54.9)  
GA  94  (36.9) 97.8  (38.4)  
AA  19  (7.5) 17.1  (6.7) 0.822 
-3177 C/T         
CC  123  (48.2)  116.7  (45.8)  
CT  99  (38.8)  111.6  (43.8)  
TT  33  (12.9)  26.7  (10.5) 0.196 
-2930 A/G          
AA  130  (51.0)  128.5  (50.4)  
AG  102  (40.0)  105.1  (41.2)  
GG  23  (9.0)  21.5  (8.4) 0.898 
-2737 G/A          
GG  138  (54.1)  115.3  (45.2)  
GA  67  (26.3)  112.3  (44.0)  
AA  50  (19.6)  27.3  (10.7) 0.000 
-1918 T/A        
TT  92  (36.1)  96.1  (37.7)  
TA  129  (50.6)  120.9  (47.4)  
AA  34  (13.3)  38.1  (14.9) 0.565 
-437 A/G         
AA  130  (51.0)  128.5  (50.4)  
AG  102  (40.0)  105.1  (41.2)  
GG  23  (9.03)  21.5  (8.4) 0.898 
 
  76表五、Bβ1  啟動子多型性的 SNPSpD 連鎖不平衡檢測 
 
   D' 
    -4329 G/A  -3177 C/T -2930 A/G -2737 G/A -1918 T/A  -437 A/G
-4329 G/A  4.02  0.91 0.98 0.99 0.93 0.97 
-3177 C/T  0.15  0.99  0.88 0.87 0.85 0.88 
-2930 A/G  0.82  0.16  0.66  0.82 0.91 1.00 
-2737  G/A  0.67 0.19 0.54 0.23  0.30 0.82 
-1918  T/A  0.18 0.21 0.21 0.03 0.08  0.92 
Δ
2
-437  A/G  0.81 0.16 0.97 0.53 0.21 0.02 
 
註 1 ： 對角線上為和 LD  correlation  matrix 相關的 eigenvalues  (λs) (粗
黑、斜體)，分別代表 -4329、-3177、-2930、-2737、-1918、-437  的
特徵值；對角線的上方為 Lewontin's standardized disequilibrium 
coefficients (D')；對角線的下方為  squared pairwise correlations (Δ
2)。
(Significance threshold to keep type I error rate at 5%：0.012) 
 
註 2：樣品數包含 238 位阿茲海默氏症患者、74  位血管性失智症患
者及 255 位正常人。 
 
  77表六、阿茲海默氏症患者 (AD)、血管性失智症患者 (VaD)  及正常人
族群 (Control) Bβ1  啟動子多型性的基因型分佈 
AD ( 238 ) VaD  (  74  ) Control ( 255 )                
         
No. (%)  No. (%)  No. (%) 
-4329 G/A           
GG  126  (52.9) 37 (50.0) 142 (55.7) 
GA  97 (40.8) 32 (43.2) 94  (36.9) 
AA  15  (6.3) 5 (6.8) 19 (7.5) 
Locus  total  P   0.642   0.610     
-3177 C/T           
CC  99 (41.6) 36 (48.6) 123  (48.2) 
CT  117 (49.2)  31  (41.9)  99  (38.8) 
TT  22 (9.2)  7  (9.5)  33  (12.9) 
Locus  total  P   0.057   0.701     
-2930 A/G           
AA  115 (48.3)  36  (48.6)  130  (51.0) 
AG  100 (42.0)  32  (43.2)  102  (40.0) 
GG  23 (9.7)  6  (8.1)  23  (9.0) 
Locus total P   0.838   0.876     
-2737 G/A           
GG  122 (51.3)  37  (50.0)  138  (54.1) 
GA  64 (26.9) 16 (21.6) 67  (26.3) 
AA  52 (21.8) 21 (28.4) 50  (19.6) 
Locus total P   0.776   0.257     
-1918 T/A      
TT  98 (41.2) 33 (44.6) 92  (36.1) 
TA  109 (45.8)  30  (40.5)  129  (50.6) 
AA  31 (13.0) 11 (14.9) 34  (13.3) 
Locus  total  P   0.233   0.122     
-437 A/G          
AA  118 (49.6)  37  (50.0)  130  (51.0) 
AG  98 (41.2) 32 (43.2) 102  (40.0) 
GG  22 (9.2)  5  (6.8)  23  (9.0) 
Locus total P   0.756   0.478    
  78表七、阿茲海默氏症患者 (AD)、血管性失智症患者 (VaD)  及正常人
族群 (Control) Bβ1  啟動子多型性的等位基因頻率 
 
AD ( 238 ) VaD  (  74  ) Control ( 255 )                
          No. (%)  No. (%)  No. (%) 
-4329 G/A            
G  349 (73.3)  106  (71.6)  378  (74.1) 
A  127 (26.7)  42  (28.4)  132  (25.9) 
Locus  total  P    0.776  0.544   
-3177 C/T            
C  315 (66.2)  103  (69.6)  345  (67.6) 
T  161 (33.8)  45  (30.4)  165  (32.4) 
Locus  total  P    0.623  0.655   
-2930 A/G            
A  330 (69.3)  104  (70.3)  362  (71.0) 
G  146 (30.7)  44  (29.7)  148  (29.0) 
Locus  total  P    0.571  0.867   
-2737 G/A            
G  308 (64.7)  90  (60.8)  343  (67.3) 
A  168 (35.3)  58  (39.2)  167  (32.7) 
Locus  total  P    0.398  0.146   
-1918 T/A       
T  305 (64.1)  96  (64.9)  313  (61.4) 
A  171 (35.9)  52  (35.1)  197  (38.6) 
Locus  total  P    0.381  0.441    
-437 A/G           
A  334 (70.2)  106  (71.6)  362  (71.0) 
G  142 (29.8)  42  (28.4)  148  (29.0) 
Locus total P    0.780  0.880   
 
  79表八、阿茲海默氏症患者 (AD)、血管性失智症患者 (VaD)  及正常人
族群 (Control) Bβ1  啟動子的多型性單套型頻率 
 
單套型  AD ( 476) VaD  (  148  ) Control ( 510 )      
  No.  (%) No. (%) No. (%) 
-4329/-3177/-2930/-2737/-1918/-437    
010000  145.3  (30.5) 41.9  (28.3) 151.7 (29.3) 
000000  14.1  (3.0) 8.1  (5.5) 14.7 (2.9) 
000010  124.9  (26.2) 35.9  (24.3) 153.6 (30.1) 
000011  0.5 (0.1) 0.0  (0.0) 0.0  (0.0) 
000100  1.4 (0.3) 1.0  (0.7) 3.0  (0.6) 
000110  32.6  (6.9) 14.1 (9.7) 29.0 (5.7) 
001001  12.6  (2.6) 2.0  (1.4) 17.0 (3.3) 
001010  0.7 (0.1) 0.0  (0.0) 0.0  (0.0) 
001101  3.0  (0.6)  0.0  (0.0)  0.0  (0.0) 
001110  1.0 (0.2) 0.0  (0.0) 0.0  (0.0) 
010001  0.5 (0.1) 0.0  (0.0) 0.0  (0.0) 
010010  9.6 (2.0) 1.1  (0.7) 4.9  (1.0) 
010100  0.0 (0.0) 0.0  (0.0) 0.4  (0.1) 
010110  0.0  (0.0)  0.5  (0.4)  2.6  (0.5) 
011000  1.3 (0.3) 0.0  (0.0) 0.0  (0.0) 
011001  1.4 (0.3) 1.0  (0.7) 1.1  (0.2) 
100100  1.0 (0.2) 1.0  (0.7) 2.1  (0.4) 
101001  1.0  (0.2)  0.0  (0.0)  1.0  (0.2) 
101100  1.9 (0.4) 2.0  (1.4) 0.0  (0.0) 
101101  118.5  (24.9) 38.5  (26.0) 118.2  (23.2) 
101111  1.7 (0.4) 0.1  (0.0) 6.4  (1.3) 
111101  2.9  (0.6)  0.5  (0.3)  3.8  (0.7) 
111111  0.0  (0.0)  0.0  (0.0)  0.5  (0.1) 
 
註：單套型中 0 表示常見的等位基因、1  表示多型性的等位基因。 
 
  80  81
表九、Bβ1  基因 CAG 三核苷重複等位基因的頻率分佈 
 
CAG     C o n t r o l s           P D           T r e m o r           O t h e r s      
no.  No. %  No. %  No. %  No. % 
4  0 0.0    0 0.0    0 0.0    1 0.7  
6  0 0.0    0 0.0    0 0.0    2 1.4  
9 4 3.4    3 2.4    1 1.0    6 4.3   
10  35  30.2   37  29.8   29  28.4   34  24.3  
11  0 0.0    0 0.0    1 1.0    0 0.0   
13  36  31.0   28  22.6   37  36.3   40  28.6  
14  4 3.4    2 1.6    4 3.9    5 3.6   
15  4  3.4   12  9.7   5  4.9   8  5.7  
16  19  16.4   24  19.4   15  14.7   26  18.6  
17  11  9.5   8  6.5   4  3.9   10  7.1  
18  2 1.7    5 4.0    2 2.0    4 2.9   
19  0 0.0    1 0.8    0 0.0    1 0.7   
21  0 0.0    1 0.8    1 1.0    0 0.0   
22  0 0.0    0 0.0    0 0.0    1 0.7   
24  1 0.9    2 1.6    1 1.0    2 1.4   
25  0 0.0    1 0.8    0 0.0    0 0.0   
27  0 0.0    0 0.0    2 2.0    0 0.0   
Total    116 124 102 140 
Mean  13.1 13.6 13.4 13.3 
Std  2.8 3.2 3.3 3.2 
 
 